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* Abstract : 

WO9902722 A Sugar esters are prepared by an enzymatic process in which an organic solvent, a sugar or sugar derivative an acyl-donating compound 
and an enzymatic catalyst are introduced into a suitable reactor to form a reaction medium, the quantity of at least one of the components of this reaction 
mixture being deficient, then in a controlled manner, supplementary quantities of the deficient component are added during the course of the reaction. 
The sugar esters are then separated from the enzyme particles and the solvent. 

USE - Sugar esters have foaming, anti-foaming, fluidising, solubilising and emulsifying properties. They may be used in detergent, cosmetic, 
pharmaceutical and agrochemical applications. 

ADVANTAGE - By limiting the amount of one of the components, the enzymatic reaction is easily controlled, so that the desired product is made with 
less side reactions. (Dwg.0/0) 
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(57) Abstract 

The invention concerns a method for the enzymatic synthesis of sucrose esters, characterised in that it consists in introducing, in 
an adapted reactor and so as to form a reaction medium, predetermined amounts of an organic solvent, a sugar or a sugar derivative, a 
compound donor of acyl groups and an enzymatic catalyst, the amount of at least one constituent of the reaction mixture being deficient, in 
controlled addition during the reaction of additional amounts of the deficient consutuent(s), and finally, in purifying the resulting sucrose 
esters at least by separating the enzymatic particles from the solvent 



(57) Abrege* 

La prdsente invention a pour objet un process de synthase enzymatique de sucroesters. Proc6de* caracterise" en ce qu'il consiste a 
introduire, dans un reacteur adapte* ct de maniere a former un milieu r6actionnel, des quantities d6terminees d'un solvant organique, d*un 
sucre ou d*un d6xw6 de sucre, d'un compost donneur d'acyles et d'un catalyseur enzymatique, la quantity d'au moins un des constituants 
dudit milieu reactionnel e*tant de*ficitaire, a ajouter de maniere controlee au cours de la reaction des quantites supple*mentaires du ou des 
constituant(s) d6ficitaire(s) et, enfin, a purifier les sucroesters produits au moins par separation des particules enzymatiques et du solvant. 
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Proc6de de synthese enzymatique de sucroesters 

La pr£sente invention concerne le domaine des procedes de synthese 
de substances et a pour objet un proced6 de synthese enzymatique de sucroesters. 

Les sucroesters sont des tensioactifs resultant de la combinaison par 
liaison ester d'un sucre et d'un acide gras. En variant la nature du sucre et la 
5 longueur de la chaine grasse, il est possible d'obtenir un ensemble de mol6cules 
poss6dant une gamme tres large de balances hydrophile-lipophile et done de 
propri6t6s fonctionnelles. On peut ainsi produire des tensioactifs moussants, peu- 
moussants, fluidifiants, solubilisants ou emulsionnants. 

Ces produits constituent des ingredients naturels interessant les 
10 secteurs de la d&ergence, de la cosm6tique, de la pharmacie et de 1'agro- 
alimentaire. 

Les sucroesters commercialises actuellement sont generalement 
produits par synthese chimique. 

Ce sont gen6ralement des melanges complexes de differents 
15 composes, resultant de la non specificity des reactions chimiques de condensation 
entre les sucres et les acides gras. Les temp6ratures et pressions 61ev6es 
necessaires pour ces reactions conduisent done egalement & des reactions parasites 
et des phenomenes de coloration des produits. 

Les sucroesters peuvent aussi 6tre obtenus par des reactions de 
20 condensation catalysees par des enzymes, par exemple des lipases. Ces reactions 
enzymatiques ont l'avantage d'etre plus sp6cifiques que les syntheses chimiques et 
de se d6rouler k des temperatures et des pressions ordinaires. 

SEINO et al ont propose (J. Am Oil Chem. Soc. 61, 1761-1765, 
1984) d'est6rifier des sucres (sucrose, glucose, fructose, sorbitol) avec des acides 
25 gras (acide stearique, oleique, linol6ique) en presence d'une enzyme dans un 
milieu aqueux. Mais cette technologie ne permet pas d'obtenir de quantites 
significatives de sucroesters. 

En outre, les documents WO 90/09451 et WO 94/01575 decrivent 
des proc6d6s d'obtention de sucroesters en absence totale d'eau et sans utilisation 
30 de solvant. Cette technologie necessite cependant une alkylation pr6alable des 
sucres pour permettre leur solubilisation dans la phase grasse. Cette technologie 
de production d'esters d'alkylsucres et d'acides gras presente aussi l'inconvenient 
de conduire k une preparation contenant un exces de matifere grasse non 
transform6e et done de ndcessiter des operations complexes de purification si on 
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veut obtenir des niveaux de purete 61ev6s pour les sucroesters resultants. Par 
ailleurs, la viscosit6 £lev6e des milieux reactionnels utilises complique la mise en 
oeuvre des operations. 

ZAKS A. et KLIBANOV A.M. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, 
5 3192-3196, 1985) ont d£crit, en premier, la synthase enzymatique de sucroesters 
d'acides gras dans un solvant organique. Cependant, la pyridine utilisde est un 
solvant toxique prohibe pour des applications industrielles. 

De plus, l'utilisation de solvants organiques de type alcools tertiaires 
pour r6aliser les syntheses enzymatiques de sucroesters a egalement d€]k 6t6 
10 propos6e. 

Ainsi, le document FR-A-2 646 439 et KHALED et al (Biotech. 
Letters, 13, 167-172, 1991) d6crivent les syntheses d'oteate de fructose, de 
sorbose, de sorbitol et de mannitol, ainsi que de palmitate de fructose en utilisant 
une lipase immobilis6e et le m6thyl-2 butanol-2 comme solvant. Toutefois, les 

15 performances de ces proc6d6s de synthese demeurent peu 61ev6es : des 
concentrations finales de sucroesters de l'ordre de 20 g/1, des rendements de 
conversion des sucres ne dgpassant pas 50 % et des productivity specifiques 
inferieures ii 0,01 g de sucroesters produits par heure et par gramme de catalyseur. 
En outre, les excfcs d'acides gras utilises n6cessitent des operations complexes de 

20 fractionnement des melanges de sucroesters et de corps gras obtenus. 

Par ailleurs, DUCRET et al (Biotechnol. Bioeng. 48, 214-221, 1995) 
ddcrivent la synthese, par une lipase immobilisee d'oteate de fructose et de glucose 
dans du m£thyl-2 butanol-2, en maintenant un vide partiel au dessus du milieu 
r6actionnel. Cette technologie conduit k des degres de conversion plus eleves de 

25 93 % pour l'ol6ate de fructose et de 70 % pour l'oteate de glucose. Cependant, les 
concentrations finales de sucroesters demeurent peu elevees (23 g/1 pour l'oleate 
de fructose, 17g/l pour roteate de glucose), et les productivity specifiques sont 
inferieures k 0,1 g de sucroester par heure et par gramme de catalyseur. En outre, 
cette technologie ne donne pas de synthese d'esters de saccharose et de lactose. 

30 Enfin, WOUDENBERG et al (Biotechnol. Bioeng. 49, 328-333, 

1996) d£crivent des esterifications enzymatiques de disaccharides, comme le 
sucrose, avec de l'ethylbutanoate et de l'6thyldodecanoate en utilisant une lipase 
immobilis6e et le methyl-2 butanol-2 comme solvant. Mais les concentrations 
finales et les productivit6s (0,04 g/h.g) specifiques obtenues sont tr&s faibles. 

35 La pr&ente invention a notamment pour but de pallier Tensemble des 

inconv6nients pr6cit6s et de proposer un procede de synthese enzymatique de 
sucroesters qui, compare aux procedes connus precedemment mentionnes, permet 
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d'atteindre des performances nettement superieures en termes de concentrations 
finales de sucroesters, de rendements de conversions (i la fois pour les sucres et 
pour les corps gras presents & 1'origine) et de productivity spdcifiques, tout en 
r6duisant les operations complexes et fastidieuses de purification apres synthese. 
5 A cet effet, la pr&ente invention a pour objet un proc6d6 de synthese 

enzymatique de sucroesters, caractfrise en ce qu'il consiste & introduire, dans un 
reacteur adapt6 et de manure a former un milieu reactionnel, des quantity 
determines d'un solvant organique, dun sucre ou d'un deriv6 de sucre, d'un 
compose donneur d'acyles et d'un catalyseur enzymatique, la quantite d'au moins 

10 un des constituants dudit milieu r6actionnel 6tant d£ficitaire, k ajouter de maniere 
contrdlee au cours de la reaction des quantites suppl6mentaires du ou des 
constituant(s) deficitaire(s) et, enfin, k purifier les sucroesters produits au moins 
par separation des particules enzymatiques (par exemple par decantation, filtration 
ou centrifugation) et du solvant (par exemple par evaporation, distillation ou 

15 filtration membranaire). 

Le procede selon l'invention consiste plus precisement, durant le 
deroulement de la reaction de synthase, & ajouter au milieu reactionnel, de fa9on 
continue ou intermittente, des quantites additionnelles determinees de sucre ou de 
d€riv€ de sucre, sous forme solide ou sous forme de solution liquide, de solvant, 

20 de catalyseur enzymatique sous forme soluble ou immobilisSe et/ou de compose 
donneur d'acyles, seul ou solubilis6 dans le solvant. 

Ainsi, la difference principale entre le procede selon l'invention et les 
proc6d6s connus pr6c6demment decrits reside dans la conduite de la r6action 
enzymatique. 

25 En effet, dans les precedes de synthase enzymatique de sucroesters 

connus, la totalite des quantites des constituants du milieu r6actionnel est 

introduite dans le reacteur en debut de reaction. 

Or, selon l'invention, seule une quantite initiale d6termin6e d'un ou 

de plusieurs des constituants du milieu r6actionnel est initialement introduite dans 
30 le r6cipient de reaction et des quantites supplementaires du ou des constituants 

partiellement introduits 4 1'origine sont ajoutees au cours du deroulement de la 

reaction de synthese. 

En controlant la quantit6 des reactifs additionnSs, il est possible de 

commander Involution au cours du temps de la composition du milieu reactionnel 
35 et, par ce biais, d'orienter la r6action enzymatique vers une production maximale 

de monoesters et/ou de diesters, en limitant les rdactions parasites. 
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Conform6ment h. l'invention, la conduite de la reaction est men6e de 
maniere a limiter en premier lieu les phenomenes d'inhibition de la r6action 
enzymatique que Ton observe en presence de fortes concentrations de sucres ou de 
donneurs d'acyles. 

5 Ainsi, il a 6t6 constat^ que, en vue d'obtenir une concentration finale 

elev6e en sucroesters, il est pr6ferable de ne pas introduire initialement dans le 
r6acteur l'ensemble des quantites de reactifs necessaires, mais au contraire de les 
apporter progressivement, de manifere contr616e, au cours du d6roulement de la 
reaction en evitant d'atteindre des niveaux de concentration inhibitrice de la 

1 0 reaction enzymatique. 

La conduite de la rdaction est men6e de maniere a controler tout au 
long de son d6roulement le rapport molaire [sucre(s) ou d6rive(s) de sucre(s)/ 
donneur d'acyle(s)]. 

De maniere avantageuse, ce rapport molaire peut etre compris entre 

15 0,01 et 10,00, pr6ferentiellement entre 0,02 et 2,00, en fonction des composants 
formant le couple sucre(s) ou d6rive(s) de sucre(s)/ donneur d'acyle(s) concern6. 

En fixant dans le milieu rdactionnel des valeurs de rapport molaire 
contenues dans les plages pr6cit6es, il est possible d'obtenir soit des vitesses de 
reaction plus 61ev6es, soit des proportions maximales de monoesters ou de diesters 

20 de sucres. 

Ce rapport molaire pourra, en controlant les natures et les quantites 
de reactifs ajoutees au cours du temps, soit etre maintenu k une valeur constante 
au cours de toute la dur6e de la reaction, soit etre soumis h une variation contr616e 
de maniere a suivre un profil de variation d&ermin6 au cours du temps, tout en 
25 6tant compris dans la fourchette de valeurs precit6e tout au long de la r6action. 

En vue d'optimiser le deroulement de la reaction de synthase, il est 
possible de proc6der 6ventuellement k un soutirage intermittent ou continu d'au 
moins un des constituants du milieu reactionnel, le ou lesdits constituant(s) 
soutir6(s) pouvant 6ventuellement etre r6introduit(s) dans le r6acteur apres 
30 fractionnement. 

Selon un mode de r6alisation de Tinvention, il peut §tre pr6vu de 
realiser un soutirage intermittent ou continu du milieu reactionnel complet, un ou 
plusieurs constituant(s) dudit milieu soutire pouvant 6tre reinjects) dans le 
rdacteur apr&s fractionnement. 
35 Le recipient de reaction ou r6acteur utilis6 pour la mise en oeuvre du 

procede selon l'invention est avantageusement equipe d'une regulation de 
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temp6rature, d'une r6gulation de pression, de moyens d'ajout de r6actifs et de 
moyens de soutirage de produits. 

Au cours du deroulement de la reaction de synthase, la temperature 
est avantageusement regulte entre 20° C et 100° C, la pression partielle au-dessus 
5 du milieu reactionnel est avantageusement regulee entre 10 mbars (10 3 Pa) et 
1000 mbars (10^ Pa) et ledit milieu reactionnel est avantageusement soumis k une 
agitation douce. 

En vue d'obtenir des preparations resultant de sucroesters presentant 
des purees 61evees, il peut en outre etre pr6vu de mettre en oeuvre des operations 
10 finales supplementaires de fractionnement, par exemple, en eiiminant les sucres 
ou les corps gras residuels par extraction par des solvants organiques ou par des 
fluides supercritiques ou en fractionnant les monoesters et/ou diesters produits par 
precipitations(s) ou separation(s) chromatographique(s). 

Le sucre ou derive de sucre utilise dans le cadre de la presente 
15 invention peut consister en un compose quelconque repondant aux types precit6s, 
en particulier les composes de la famille des oses. 

Selon un mode de realisation pr6f6rentiel de l'invention, le sucre ou 
le derive de sucre est choisi dans le groupe forme par le fructose, le glucose, le 
saccharose, le trehalose, les derives 6thyles et m6thyies de ces sucres et les 
20 composes structurellement analogues, tels que les polyols. 

Le compose donneur d'acyle(s) est choisi parmi les acides gras 
connus et peut etre preferentiellement seiectionne dans le groupe forme par les 
acides gras, satures ou insatures, h. nombre pair ou impair d'atomes de carbones, 
lineaires ou branches et dont le nombre d'atomes de carbones est superieur k 4, les 
25 esters d'acides gras, les monoglycerides, diglycerides, triglycerides et les huiles. 

En tant que solvant organique, il est possible d'utiliser tout compose 
organique ou tout melange de composes organiques permettant une solubilisation 
totale ou partielle des sucres ou derives de sucres et des donneurs d'acyle(s) 
choisis. 

30 Ainsi, le ou les solvant(s) pourront etre notamment seiectionnes 

parmi les substances suivantes : methanol, ethanol, propanol, butanol, acetone, 
propanone, butanone, pentanone 2, 1,2 ethanediol, 2,3 butanediol, dioxane, 
acetonitrile, methyl 2 butanol 2, tertiobutanol, methyl-2-propanol et hydroxy-4- 
methyl-2-pentanone, ou.un melange de deux ou de plusieurs de ces solvants. 

35 Le catalyseur enzymatique mis en oeuvre doit bien entendu induire et 

favoriser le transfert d'un groupement acyle d'un donneur d*acyle(s) a un sucre ou 
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un d6riv6 de sucre et peut consister avantageusement en une protease ou une 
lipase, preferentiellement immobilisee sur un support. 

Compte tenu des diff6rentes caract6ristiques mentionnees ci-dessus, 
plusieurs variantes de realisation de l'invention peuvent Stre envisagees, fonction 
5 notamment de la nature des r6actifs utilises et des buts privil6gi6s a atteindre. 

Ainsi, il est possible, selon une premiere variante de realisation, 
d'envisager un proc£d6 de synthese avec ajout de donneur d'acyle et de solvant au 
cours de la reaction. 

Dans ce cas, le r£acteur contient initialement le solvant, la quantite 
10 totale de sucre ou de derive de sucre (g6n6ralement entre 10 g/1 et 200 g/1) 
n£cessaire pour obtenir la quantite finale de sucroester souhaitee, la quantite de 
donneur d'acyle correspondant au rapport molaire (sucre dissout/donneur d'acyle) 
initial recherche (generalement entre 1 g/1 et 500 g/1) et l'enzyme apportde sous 
forme soluble ou immobilisee (de 1 g/1 & 100 g/1, preferentiellement entre 5 g/1 et 
15 20 g/1). 

Au cours du d&roulement de la reaction, on ajoute, d'une part, du 
solvant de manfere k compenser les pertes par evaporation et h. maintenir une 
quantite de solvant relativement constante et, d'autre part, du donneur d'acyle en 
quantity par unite de temps adapt6e pour maintenir le rapport molaire (sucre 

20 dissout/donneur d'acyle) k la valeur recherch6e. 

Ainsi, lorsqu'il est avantageux de maintenir ce rapport molaire 
constant tout au long de la r6action, le donneur d'acyle est ajoute & une vitesse 
6gale h sa vitesse de consommation par la reaction, cette vitesse de consommation 
pouvant etre determine par une etude cinetique prdalable de la reaction 

25 enzymatique mise en oeuvre. La quantity par unite de temps de donneur d'acyle a 
ajouter au cours de la reaction est generalement comprise entre 0,01 et 10 
grammes de donneur d'acyle par heure et par gramme de catalyseur enzymatique 
present dans le r6acteur. 

Conform6ment & une seconde variante de realisation de Tinvention, 

30 le procede de synthase peut 6galement dtre effectue avec ajout de sucre et de 
solvant. 

Dans ce second cas, le r6acteur contient initialement le solvant, la 
quantite totale de donneur d'acyle (gen6ralement entre 1 g/1 et 500 g/1) necessaire 
pour obtenir la quantite finale de sucroester souhaitee, la quantite de sucre ou de 
35 derive de sucre correspondant au rapport molaire (sucre dissout/donneur d'acyle) 
initial recherche (generalement entre 1 g/1 et 200 g/1) et l'enzyme apportSe sous 
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forme soluble ou immobilis6e (de 1 g/1 k 100 g/1, prSferentiellement entre 5 g/1 et 
20 g/1). 

Au cours du d6roulement de la reaction, on ajoute, d'une part, du 
solvant de maniere k compenser les pertes par evaporation et k maintenir une 

5 quantit6 de solvant relativement constante et, d'autre part, du sucre ou du derive de 
sucre en quantity par unite de temps adaptSe pour maintenir le rapport molaire 
(sucre dissout/donneur d'acyle) k la valeur recherchee. 

Ainsi, lorsqu'il est avantageux de maintenir ce rapport molaire 
constant tout au long de la r6action, le sucre ou derive de sucre est ajoute k une 

10 vitesse egale a sa vitesse de consommation par la reaction, cette vitesse de 
consommation pouvant 6tre determinee par une etude cinetique pr^alable de la 
reaction enzymatique mise en oeuvre. La quantite par unite de temps de sucre ou 
de deriv6 de sucre a ajouter au cours de la reaction est g6neralement comprise 
entre 0,01 et 10 grammes de sucre ou de d6riv6 de sucre par heure et par gramme 

1 5 de catalyseur enzymatique present dans le r^acteur. 

Selon une troisfeme variante de realisation de l'invention, le proc6d6 
de synthese peut egalement 6tre effectue en ajoutant du sucre (ou du d6rive de 
sucre), du donneur d'acyle et du solvant. 

Dans ce troisifcme cas, le reacteur contient initialement le solvant, le 

20 sucre a une concentration variable (de preference superieure k la solubilite du 
sucre dans le solvant) et la quantite de donneur d'acyle correspondant au rapport 
molaire (sucre dissout/donneur d'acyle) initial recherche, ainsi que l'enzyme 
apportee sous forme soluble ou immobilisee. 

Au cours du d6roulement de la reaction, on procede, d'une part, k 

25 l'ajout de solvant en vue de compenser les pertes par evaporation et, d'autre part, a 
l'ajout de sucre (ou de derive de sucre) et de donneur d'acyle en quantity par 
unites de temps determines de mani&re k maintenir le rapport molaire de ces deux 
constituants k la valeur recherchee. 

Lorsqu'il est avantageux de maintenir ce rapport molaire constant 

30 tout au long de la reaction, le sucre (ou d6riv6 de sucre) et le donneur d'acyle sont 
ajout6s en des quantites par unites de temps respectivement egales k leurs vitesses 
de consommation par la reaction, ces vitesse de consommation pouvant etre 
determinees par une 6tude cin6tique pr6alable de la reaction enzymatique mise en 
oeuvre. 

35 Conform6ment k une quatrieme variante de realisation de 1'invention, 

le proc6d6 de synthese continu peut egalement etre conduit avec ajout et soutirage 
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de sucre (ou de derive de sucre), de donneur d'acyle, et/ou de solvant, ainsi 
qu'eventuellement de catalyseur enzymatique. 

Dans ce quatrieme cas, le reacteur contient initialement le solvant, le 
sucre k une concentration variable (de preference supgrieure k la solubilite du 
5 sucre dans le solvant) et la quantity de donneur d'acyle correspondant au rapport 
molaire (sucre dissout/donneur d'acyle) initial recherche, ainsi que l'enzyme 
apportee sous forme soluble ou immobilis6e. 

Au cours du d6roulement de la reaction, on soutire de fa?on continue 
ou intermittente du milieu reactionnel, l'enzyme pouvant gtre retenue k l'interieur 
10 du reacteur lorsqu'il est sous forme immobilisee. 

Apres separation, le solvant, et 6ventuellement le sucre et/ou le 
donneur d'acyle, peuvent etre recycles dans le reacteur. 

Tout au long du deroulement de la reaction, on procfede, d'une part, k 
l'ajout de solvant en vue de compenser les pertes par evaporation et par soutirage 
15 et, d'autre part, k l'ajout de sucre (ou de derive de sucre) et de donneur d'acyle en 
quantity par unites de temps d6terminees de maniere a maintenir le rapport 
molaire de ces deux constituants k la valeur recherch6e. 

Lorsqu'il est avantageux de maintenir ce rapport molaire constant 
tout au long de la reaction, le sucre (ou derive de sucre) et le donneur d'acyle sont 
20 ajoutes en des quantites par unites de temps respectivement egales a leurs vitesses 
de consommation par la reaction et de soutirage. 

A titre d'exemples non limitatifs, on decrira ci-aprfes diff6rents modes 
de realisation pratiques de l'invention. 

Exemple 1 : Production d'ol6ate de fructose avec ajout intermittent 

25 de fructose 

On introduit initialement dans un reacteur en verre 1 litre de m6thyl- 
2 butanol-2, 25 grammes de fructose, 106 grammes d'ol6ate de m6thyle et 5 
grammes de particules de lipase immobilisees du type connu sous la designation 
commerciale Novozym. La temperature du reacteur est r6gulee k 60° C, la 

30 pression k 200 mbars (2 x 10 4 Pa), et l'agitation k 200 rpm (rotations par minute). 
Apres 8 heures de reaction, on ajoute 25 grammes de fructose, et apr£s 16 heures 
de reaction, on ajoute k nouveau 25 grammes de fructose. Le rapport molaire 
fructose/ol6ate de methyle, initialement fixe k une valeur de 0,38, est maintenu au 
cours de la reaction entre 0, 12 et 5,00. 

35 Au cours du deroulement de la reaction de synthase, on obtient les 

productions suivantes d'oieate de fructose : 
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- apres 8 heures de reaction, on releve 45 g/1 de monoester et 5 g/1 de 
diester. Ceci correspond k une conversion globale de 78 % du fructose et une 
productivite specifique de 1,2 g de sucroester par heure et par gramme de 
particules enzymatiques. 

5 - apres 16 heures de r6action, on reldve 65 g/1 de monoester et 10 g/1 

de diester. Ceci correspond k une conversion globale de 58 % du fructose et une 
productivity specifique de 0,9 g de sucroester par heure et par gramme de 
particules enzymatiques. 

- aprfes 20 heures de reaction, on releve 80 g/1 de monoester et 10 g/1 
10 de diester. Ceci correspond a une conversion globale de 46 % du fructose et une 

productivity spdcifique de 0,9 g de sucroester par heure et par gramme de 
particules enzymatiques. 

Exemple 2 : Production d'oleate de fructose avec ajout continu de 
fructose et d'ol6ate de methyle 

15 On introduit initialement dans un reacteur en verre 500 ml de 

m6thyl-2 butanol-2, 5 grammes de fructose, 8,3 grammes d'ol6ate de m6thyle et 
10 grammes de particules de lipase immobilisees du type connu sous la 
designation commerciale Novozym. La temperature du reacteur est regul6e k 60° 
C, la pression a 200 mbars (2 x 10 4 Pa), et l'agitation k 200 rpm (rotations par 

20 minute). Au cours de la reaction, on ajoute avec un debit de 1 ml/mn une solution 
de m6thyl-2 butanol-2 renfermant 55 mM de fructose et 55 mM d'oleate de 
m6thyle. Le rapport molaire fructose/oleate de methyle, initialement fixe k une 
valeur de 1,0, est maintenu au cours de la reaction entre 0,5 et 1,5. 

Apres 20 heures de reaction, on obtient 40 grammes de monoester 

25 d'ol6ate de fructose, sans quantite detectable de diester. Ceci correspond k une 
conversion globale de 95 % du fructose et de 95 % de Toleate de methyle, et une 
productivite specifique de 0,15 gramme de sucroester par heure et par gramme de 
particules enzymatiques. 

Exemple 3 : Production d'ol6ate de fructose avec ajout continu 

30 d'oleate de methyle 

On introduit initialement dans un reacteur en verre 500 ml de 
m6thyl-2 butanol-2, 12,5 grammes de fructose, 8,3 grammes d'ol6ate de methyle 
et 10 grammes de particules de lipase immobilis6es du type connu sous la 
designation commerciale Novozym. La temperature du reacteur est regul6e k 

35 60° C, la pression k 200 mbars (2 x 10 4 Pa), et l'agitation k 200 rpm (rotations par 
minute). Au cours de la reaction, on ajoute avec un d6bit de 0,66 ml/mn une 
solution de m&hyl-2 butanol-2 renfermant 206 mM d'oleate de m6thyle. Le 
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rapport molaire fructose/ol6ate de m6thyle, initialement fix6 k une valeur de 2,0, 
est maintenu au cours de la reaction entre 1,0 et 2,0. 

Apr&s 18 heures de reaction, on obtient 60 grammes de monoester 
d'ol6ate de fructose, sans quantity detectable de diester. Ceci correspond k une 
5 conversion globale de 95 % du fructose et de 95 % de l'oteate de m6thyle, et une 
productivity spScifique de 0,3 gramme de sucroester par heure et par gramme de 
particules enzymatiques. 

Exemple 4 : Production de p61argonate de trehalose avec un ajout 
continu d'acide p61argonique 

10 On introduit initialement dans un r6acteur en verre 465 ml de 

m6thyl-2 butanol-2, 14 grammes de trehalose, 72 mmole d'acide p£largonique et 
10 grammes de particules de lipase immobilis6es du type connu sous la 
designation commerciale Novozym. La temperature du reacteur est r6gul6e k 60° 
C, la pression k 200 mbars (2 x 10 4 Pa), et l'agitation k 200 rpm (rotations par 

15 minute). Au cours de la reaction et pendant 12 heures consecutives, on ajoute avec 
un d£bit de 0,66 ml/mn, un melange de 32 ml de m6thyl-2 butanol-2 et de 468 ml 
d'acide p61argonique. Le rapport molaire fructose/acide p61argonique, initialement 
fix6 k une valeur de 0,09, est maintenu au cours de la reaction entre 0,01 et 0,09. 

Apres 18 heures de reaction, on obtient 3 grammes de monoester de 

20 p61argonate de trehalose et 22 g/1 de diester. Ceci correspond a une conversion 
globale de 53 % du trehalose et de 3 % de l'acide p61argonique, et une productivity 
spScifique de 0,13 gramme de sucroester par heure et par gramme de particules 
enzymatiques. 

Aprfcs 48 heures de reaction, on obtient 2 grammes de monoester de 
25 p61argonate de trehalose et 25 g/1 de diester. Ceci correspond k une conversion 
globale superieure k 98 % du trehalose et de 3 % de l'acide p61argonique, et une 
productivity sp6cifique de 0,06 gramme de sucroester par heure et par gramme de 
particules enzymatiques. 

Comme le montrent k titre illustratif les differents exemples d6crits 
30 ci-dessus, le proc6de de synthese enzymatique de sucroesters selon 1'invention 
presente de nombreux avantages par rapport aux precedes similaires connus et 
permet notamment d'atteindre les performances suivantes, resultant en particulier 
en des avantages 6conomiques notables : 

- des concentrations finales de sucroesters pouvant atteindre 90 g/1 ; 
35 - des rendements de conversion supdrieurs k 95 %, k la fois pour le sucre ou 
derives de sucres et le compos6 donneur d'acyle(s) ; 



WO 99/02722 PCT/FR98/01479 

-11- 

- des seiectivites de reaction soit de plus de 99 % de monoesters, soit de plus de 
90 % de diesters ; 

- des productivit6s specifiques allant jusqu'k 0,7 g de sucroesters par heure et par 
gramme de particules enzymatiques. 

5 En plus des performances precitees, il convient egalement de noter 

que, gr&ce k l'invention, on obtient une composition bien definie en sucroesters et 
done une qualite de produits superieure. 

En outre, I'absence de reactions parasites et de phenomenes de 
coloration aux temperatures utilises (generalement autour de 60° C) permet de 
10 minimiser les operations de purification et la generation d'effluents, am&iorant 
d'avantage encore la competitivit6 economique du proc^de selon Tinvention. 

Enfin, ce dernier se distingue egalement des procedes connus par sa 
tres grande polyvalence, qui autorise son application a une gamme tres large de 
sucres (monosaccharides et disaccharides) et donneurs d'acyles (acides gras, esters 
15 d'acides gras, huiles, esters d'huiles) et, par voie de consequence, la generation 
d'une gamme tr&s large de nouveaux sucroesters. 

Bien entendu, l'invention n'est pas limitee au mode de realisation 
decrit. Des modifications restent possibles, notamment du point de vue de la 
constitution des divers elements ou par substitution d'equivalents techniques, sans 
20 sortir pour autant du domaine de protection de l'invention. 
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REVENDICATIONS 

1. Proc&te de synthase enzymatique de sucroesters, caracteris6 en ce 
qu'il consiste k introduire, dans un rSacteur adapts et de mantere k former un 
milieu reactionnel, des quantity d6termin6es d'un solvant organique, d'un Sucre ou 
d f un derive de sucre, d'un compose donneur d'acyles et d'un catalyseur 
5 enzymatique, la quantit6 d'au moins un des constituants dudit milieu r6actionnel 
etant deficitaire, a ajouter de manfere contr616e au cours de la reaction des 
quantity supptementaires du ou des constituant(s) d6ficitaire(s) et, enfin, k 
purifier les sucroesters produits au moins par separation des particules 
enzymatiques et du solvant. 

10 2. Proc6d6 selon la revendication 1, caracteris6 en ce qu'il consiste a 

ajouter au milieu r6actionnel, de fagon continue ou intermittente, des quantity 
additionnelles d6termin6es de sucre ou de derive de sucre, sous forme solide ou 
sous forme de solution liquide, de solvant, de catalyseur enzymatique sous forme 
soluble ou immobilisee et/ou de compost donneur d'acyles, seul ou solubilise dans 

15 le solvant 

3. Proc£de selon l'une quelconque des revendications 1 et 2, 
caract6rise en ce qu'il consiste k proc£der k un soutirage intermittent ou continu 
d'au moins un des constituants du milieu r6actionnel, le ou lesdits constituant(s) 
soutire(s) 6tant r£introduit(s) dans le r£acteur apres fractionnement. 
20 4. Proc6de selon la revendication 3, caracterise en ce qu'il consiste k 

r£aliser un soutirage intermittent ou continu du milieu complet, un ou plusieurs 
constituant(s) dudit milieu soutire 6tant r6inject£(s) dans le r6acteur apres 
fractionnement 

5. Proc£d6 selon l'une quelconque des revendications 1 k 4, 
25 caract6ris£ en ce qu'il consiste k controler le rapport molaire [sucre(s) ou d6riv6(s) 
de sucre(s)/donneur d f acyle(s)] dans le milieu r6actionnel, de telle maniere que ce 
rapport molaire soit compris entre 0,01 et 10,00, preferentiellement entre 0,02 et 
1,00, tout au long du d6roulement dudit procede, ce en fonction des composants 
du couple sucre(s) ou d6riv£(s) de sucre(s)/donneur d'acyle(s) concern6. 
30 6. Proc6de selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, 

caracteris6 en ce que, au cours de la reaction, la temperature est r6gul6e entre 
20° C et 100° C, la pression partielle au-dessus du milieu reactionnel est r6gul6e 
entre 10 mbars et 1000 mbars et ledit milieu reactionnel est soumis k une agitation 
douce. 
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7. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 1 k 6, 
caract6rise en ce qu'il consiste k eliminer les sucres ou les corps gras r6siduels par 
extraction par des solvants organiques ou par des fluides supercritiques. 

8. Proc6d£ selon Tune quelconque des revendications 1 k 7, 
5 caract£ris6 en ce qu'il consiste k fractionner les monoesters et/ou diesters produits 

par pr6cipitations(s) ou s6paration(s) chromatographique(s). 

9. Proc6de selon Tune quelconque des revendications 1 k 8, 
caract6ris6 en ce que le sucre ou le d6riv6 de Sucre est choisi dans le groupe form6 
par le fructose, le glucose, le saccharose, le tr6halose, les derives 6thyl6s et 

10 m6thyl6s de ces sucres et les composes structurellement analogues, tels que les 
polyols. 

10. Proc£d6 selon l'une quelconque des revendications 1 & 9, 
caract6ris6 en ce que le compost donneur d'acyle(s) est choisi dans le groupe 
form6 par les acides gras, satures ou insatures, k nombre pair ou impair d'atomes 

15 de carbones, lin6aires ou branches et dont le nombre d'atomes de carbones est 
sup6rieur k 4, les esters d'acides gras, les monoglycerides, diglyc&ides, 
triglycerides et les huiles. 

11. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 1 a 10, 
caract6rise en ce que le solvant organique consiste en un solvant choisi dans le 

20 groupe forme par le methanol, l'dthanol, le propanol, le butanol, l'ac6tone, le 
propanone, le butanone, le pentanone 2, le 1,2 ethanediol, le 2,3 butanediol, le 
dioxane, l'acetonitrile, le m&hyl 2 butanol 2, le tertiobutanol, le m6thyl-2- 
propanol et l'hydroxy-4-methyl-2-pentanone, ou un melange de deux ou de 
plusieurs de ces solvants. 

25 12. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications. 1 k 11, 

caract&rise en ce que le catalyseur enzymatique consiste en une protease ou une 
lipase, preferentiellement immobilis^e sur un support. 
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